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はじめに
　AM1-43やそのオリジナル色素FM1-43はstyryl色素
で側線器や内耳の有毛細胞の陽イオンチャネルを通過
して、細胞を標識することが知られている。口腔領域
においても口蓋や歯肉、歯根膜、歯髄の神経線維を標
識することが知られている。したがって、感覚神経や、
感覚細胞を標識する方法として有用である（Nishikawa 
and Kitamura, 1996, Meyers et al., 2003, Nishikawa 
2008, 2011）。さらにこれらの蛍光色素は励起光を照射
した際に、周囲に酸化力を生じる。ジアミノベンチジ
ン（DAB）を反応溶液中に共存させておくと褐色の沈
澱が生じ、さらに電子顕微鏡用の後固定に用いる四酸
化オスミウムによりオスミウムブラックが生じ、透過
型電子顕微鏡により高解像に観察可能となる。これを
photoconversion 法といい、このことについては解説
を執筆してきた（西川、2008 b）。
　この方法の問題点は励起光を照射することが必須な
ので、試料が小さく、対象が表面に限局している場合
には適用できるが、大きな試料の深部には光が到達し
ないため、困難が生じることである。これを解決する
た め に、 凍 結 切 片 を 作 製 し、 切 片 に 対 し て
photoconversion法を適用することが考えられる。本研
究ではその試みを紹介し、標識部位での超微局在の同
定を試みたのでその結果を報告する。
材料と方法
　Wistar系ラットの出生後1日と出生後2日のものを用
いた（Jcl Wistar 体重3-4 g）。動物は背部皮下に約
10-20μLのAM1-43 溶液（1mg/mLになるようリン酸
緩衝液（PBS）で溶解）（Biotium, Hayward, CA）を
注射した。対照の動物にはPBSだけを注射した。生後1
日の動物は3時間後に屠殺し、4%パラフォルムアルデ
ヒド（PFA）、1.25%グルタルアルデヒド（GA）をPBS
で調整し、3時間固定した。生後2日の動物は注射の翌
日生後3日で麻酔下に屠殺し、4%PFA, 0.5%GAで固定
し、いずれも凍結切片を作製し蛍光顕微鏡で観察した。
前者は蛍光顕微鏡用標本とした。AM1-43を注射した生
後3日の１個体は切片にジアミノベンチジン存在下に蛍
光 顕 微 鏡 の 青 色 光 を 照 射 し、 蛍 光 部 位 の
photoconversionを行った。青色光を照射しなかったも
のを対照とした。切片は四酸化オスミウム後固定を行
い。エポン包埋をした。包埋された切片はさらに超薄
切を行い無染色で観察した。一部の超薄切片は形態の
同定のために酢酸ウラニルとクエン酸鉛で二重染色を
行った。観察にはJeol1200EXII透過型電子顕微鏡（日
本電子、東京）を用いた。　　
　以下に凍結切片を用いたphotoconversion法のプロト
コルを示す。
AM1-43を背部皮下注射した後1日のラット1個体
（3日齢）を麻酔下に断頭し、上下顎の切り出し、
以下の固定液に浸漬
↓
4% PFA and 0.5% GAで固定、24 hr.
↓
PBS、1hr、2回
↓
25% sucrose in PBS、一晩
↓
厚さ50μm 凍結切片をクリオスタットで作製
小シャーレにPBSを入れ切片を回収
↓
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2.5% GA in 0.1 M cacodylate buffer、 4℃、30 min
↓
0.1M glycine in 0.1 M cacodylate buffer、 4℃、 5 min
↓
1.5 mg/mL diaminobenzidine（DAB）+ 6 mM 
potassium cyanide、 
室温、 5 min
↓
シャーレの切片を蛍光顕微鏡（ニコンFluophot）の
10倍の対物レンズを用いて青色光を照射、（対照は
これを省く） 室温、 30 min
↓
0.1M cacodylate buffer 20 min　2回洗浄
↓
1% OsO4 in 0.1 M cacodylate buffer、 4℃、 1 hr
↓
0.1 M cacodylate buffer、 4℃、 15 min
↓
ethanol dehydration propylene oxide substitution
↓
Epon embedding
　生後1日齢のラットは蛍光顕微鏡による検索に使用し
た。PBSで洗浄した後、25％スクロース液に一晩浸漬
した。クリオスタット中で凍結し、10-50μmの凍結切
片を作製しスライドグラスに貼りつけた。切片は蛍光
顕微鏡（オリンパス AX70、ニコン Fluophot）で観察し、
カラーのCCDカメラ（オリンパスDP12-2）で撮影した。
結果と考察
　生後1日齢のラットの切歯の縦断切片では、舌側の結
合組織、すなわち後の歯根膜内の感覚神経が強い橙色
の蛍光を発して標識された。また唇側の結合組織内の
神経もよく染まっていた（図1）。一部を拡大すると標
識された神経線維の束が明瞭に観察された（図　
2a-d）。このような標識は将来の歯根膜内の知覚神経線
維の神経終末付近からイオンチャネルを介してAM1-43
がサイトゾルに進入し二次的に膜小器官に入ることに
より強い蛍光が維持されると考えられる。この候補と
してPiezoチャネルも考えられる（Ranade et al., 2015）。
実際歯根膜の知覚神経線維と機械的刺激受容をしてい
るルフィニ神経終末がAM1-43によって標識されること
は、すでに報告してきた（Nishikawa, 2008 a）。
　これらの標識された神経線維束と神経終末を電子顕
微鏡レベルで観察することを目的として、またどのよ
うな細胞小器官がAM1-43で標識されるかを知るために
photoconversion法を行った。この方法はシンプルで信
頼性の高い方法であるが、蛍光顕微鏡の対物レンズを
通して収束した強い励起光を試料に照射するため、照
射対象となる面積が狭いことが制限となる。また光線
を利用するため深部にある構造に利用することができ
ない。利用する範囲については目的の部位に正確に励
起光を照射することで、克服することができる。深部
の構造にphotoconversion法を適用する目的で、あらか
じめ試料を凍結切片法によりスライスし、その薄片の
目的部位で検出を試みた。この結果、3日齢のラット切
歯周囲の結合組織中の神経線維束で反応が見られた。
（図3）。これらを酢酸ウラニルとクエン酸鉛の二重染色
で観察すると、この線維束は無髄神経でミエリン鞘は
観察されないが、神経線維とシュワン細胞を区別する
ことができた（図3D,E）。AM1-43のphotoconversion陽
性部位を知る目的で、隣接切片を用いて、同じ神経線
維束を無染色で観察した。この結果、神経線維内のミ
トコンドリアと細長い小胞状の構造が電子密度の高い
陽性反応として認められた。（図3A-C）この反応は青
色光を照射しなかった対照の標本では認められなかっ
た（図3F）。
　類似の蛍光色素であるFM1-43を両生類幼生の側線器
有毛細胞に適用した例では、photoconversion法による
陽性部位は2種類であった。一つは特定部位でのエンド
サイトーシスに由来する円盤状の小胞の集積で不動毛
近くの細胞膜直下にみられた。もう一つは有毛細胞に
存在するmechanosensitive cation channelを介した細
胞内への移行に由来する構造で、核膜を含む小胞体（粗
面小胞体を含む）とミトコンドリアの標識であった
（Nishikawa and Sasaki, 1996）。今回のAM1-43の陽性
反応はミトコンドリアと細長い小胞にあり、少なくと
もミトコンドリアの標識は神経線維のチャネルを介し
たAM1-43の移行の結果と解釈することができる。この
こ と は 同 時 に 凍 結 切 片 を 用 い たAM1-43の
photoconversion法が有効であることを示している。一
方、青色光を照射しなかった対照標本では標識は認め
られなかった。
　組織の物理的変形を感知する機械受容器にはマイス
ネル小体、メルケル細胞、パチニ小体、ルフィニ終末
等がある（Kandel等、2014）。側線器や内耳の有毛細
胞もこの仲間である。これらはいずれも陽イオンチャ
ネルを持ち、大部分はAM1-43に染まることが知られて
いる（Nishikawa and Sasaki, 1996; Gale et al., 2001; 
Meyers et al., 2003）。陽イオンチャネルは様々であり、
有毛細胞の機械受容器ではtransmembrane channel-
like protein 1と2（TMC1とTMC2）が有力視されてい
る。メルケル細胞の機械受容器ではPiezo1とPiezo2チャ
ネルの働きが示されてきた。また、組織に損傷を与え
るような刺激に応答する侵害受容器の中にはTRPV1と
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いった熱刺激やカプサイシン刺激に応答する陽イオン
チ ャ ネ ル が 有 髄Aδ繊 維 やC線 維 に 見 ら れ て い る
（Ranade et al., 2015; Kandel 等、2014）。AM1-43の類
似色素であるFM1-43はTRPV1を通過することが知ら
れている（Meyers et al., 2003）。マイスネル小体は
Piezo2を発現することが知られており（Ranade et al., 
2015）、今回の歯根膜の神経線維束の標識にこれらの
チャネル関わっていると考えられる。
凍結切片を用いたphotoconversion法の可能性が示され
たが、今後、例数を重ねることが課題であると思われる。
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図2．AM1-43を注射した生後1日齢のラット切歯。結合組織中のAM1-43陽性神経線維の
強拡大像。神経線維束（a,c）や神経線維に加えて神経終末様の構造（b,d）が橙色
に強く染まっている。Bar=100μm。
図1．AM1-43を注射した生後1日齢のラット切歯。歯髄（PULP）の周囲の唇側の結合組
織と舌側の後の歯根膜に黄色の強い蛍光が観察される（矢印）。エナメル芽細胞
（AMELOBLAST）と象牙芽細胞（ODONTOBLAST）は陰性。Bar＝100μm。
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図3．AM1-43注射した生後3日齢のラット切歯周囲の結合組織中の神経線維束の電子顕微
鏡像。A-E：凍結切片の青色光を照射した後 photoconversion を行った標本。F:青
色光を照射せずに同様の処理を行った対照標本。A-C, F：無染色、D, E：酢酸ウラ
ニルとクエン酸鉛で二重染色。DはAの離接切片で同一の神経線維束。B,Cはそれぞ
れAの＊と＊＊の拡大像。EはDの＊の拡大像。神経線維のミトコンドリアと小胞が
陽性（A-C）。対照の神経線維には反応が見られない（F）。SC:シュワン細胞。NF：
神経線維。M：ミトコンドリア。矢印は陽性の小胞を示す。A,D：Bar=2μm。F：
Bar=1μm。
